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摘要 ”本 研究 首次 发 现 达 托 霉 素 是 一 种 新 的 胰 和 蛋白 酶 激活 剂 。 当 胰 和 蛋白 酶 与 达 托 霉 素 的 物质 的 量 的 比 
在 反应 时 达到 34.05 时 , 达 托 霍 素 对 胰 和 蛋白 酶 比 活力 的 激活 率 平 均 达 到 32.92 %。 通过 计算 机 模拟 技术 
对 达 托 霍 素 与 胰 和 蛋白 酶 以 及 达 托 考 素 对 胰 和 蛋白 酶 底 物 复合 物 分 别 进行 分 子 对 接 ， 并 利用 等 温 滴定 量 热 
iX (Isothermal titration calorimetry, ITC) 验证 模拟 结果 。 研 究 发 现 达 托 考 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 活性 中 心 位 
置 很 靠近 ， 达 托 霉 素 链 状 中 的 天 冬 氢 酸 的 人 基 与 酶 活性 中 心 的 组 氨 酸 -57 RÆ T ASEH, tE 
霉 素 使 酶 和 底 物 复合 物 结构 更 加 稳定 ， 从 而 有 利于 催化 作用 。ITC 结果 表明 胰 和 蛋白酶 上 具有 1 个 达 托 
霉 素 结合 位 点 ， 解 离 常数 Kd 为 17.83 uM, BRR SE KE AH 为 237.9+28.17 cal * mol!, HERA HAS 
为 22.5 cal。moll。deg!， 这 些 结果 从 热力 学 角度 文 持 了 分 子 对 接 结果 。 本 研究 发 现 达 托 霉 素 除 具 有 
抗 革 兰 氏 阳性 耐 药 性 细菌 的 功能 外 ， 还 能 促进 胰 重 白 酶 比 活 这 一 新 的 功能 ， 是 一 种 新 的 胰 和 蛋白 酶 激活 
剂 。 
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Study on Daptomycin as a New Trypsin Activator 
YANG Tian-Ran, WU Shi-Jie, XIN Ming-Xiu* 
(College of life sciences, Beijing Normal University, Beijing Key Laboratory of genetically engineered 
drug and biotechnology,100875 ) 

Abstract The activity of trypsin was increased 32.92 % on average when the amount of substance rate 
between trypsin and daptomycin is 34.05, which indicated that daptomycin is a new trypsin activator. 
Daptomycin-trypsin and daptomycin-trypsin-substrate complex were studied by the molecular docking, and 
isothermal titration calorimetry (ITC) was used to support the result of molecular docking. It showed that 
daptomycin was close to the activity center of trypsin, and the R group of daptomycin was interacted with 
histidine-57 of trypsin, and this histidine-57 located in the activity center of the enzyme. The complex 
structure between enzyme and substrate is more stable when the daptomycin is presence, which is beneficial 
to the catalytic effect. The ITC results demonstrated that a daptomycin binding site was located in trypsin, 
and the dissociation constant Kd is 17.83 uM, molar combustion enthalpy AH is 237.9428.17 cal/mol, molar 
binding entropy AS is 22.5 cal/mol/deg, and all the results support the molecular docking results. It 
indicated that daptomycin is a new trypsin activator and it will have application in proteomics and other 
fields. 
Key words Daptomycin; Enzyme activator; Trypsin; Molecular docking 


TE 
M 


AEEA (Daptomycin) Æ HH ECL fü BERE DL P7 ^E, WS E 25 3E AE PR A BE PE 
环 脂 肽 类 抗生素 ，2003 PIATRA BEA Bi 5 24 W's 38 (Food and Drug Administration, FDA) 
fo VEHIT 837 Bi CSS ER BH VE Ji Js AS | FE HE A CB 2 ES RI RU. TAPER A — FE D FH IRE 
脂 肽 类 新 型 抗生素 ， 近 年 来 主要 围绕 其 杀菌 机 制 开展 研究 工作 上 BE]。 本 研究 发 现 ， 达 托 霉 素 可 促进 胰 和 蛋 
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每 的 活性 ， 而 胰 和 蛋白酶 是 蛋白 质 组 学 (Proteogenomics ) 2 HTH SEN) TAME. Alt, AFL REN 
胰 和 蛋白酶 的 激活 剂 在 蛋白 质 组 学 分 析 中 具有 潜在 应 用 价值 。 


胰 和 蛋白 酶 因 其 良好 的 质谱 特征 使 其 广泛 应 用 于 和 蛋白质 组 学 分 析 中 内 。 蛋 白质 组 学 研究 需要 快速 有 
效 地 分 析 大 量 的 蛋白 质 ， 鉴 定 其 种 类 ， 以 及 确定 其 各 种 修饰 位 点 馈 。 目 前 ， 蛋 白质 组 学 研究 已 经 取得 
了 许多 重要 发 现 ,如 大 规模 绘制 出 了 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作 用 的 网 络 图 谱 ， 定 量 分 析 了 有 蛋白质 翻译 后 修 
饰 以 及 绘制 了 人 类 第 一 张 蛋白 质 图 谱 中 等 。 蛋 白质 组 学 研究 策略 中 最 常用 的 是 自 下 而 上 (bottom-up ) 
方法 由， 在 这 一 研究 方法 中 首先 利用 胰 蛋 白 酶 将 目的 蛋白质 破碎 为 短 肽 后 再 进行 串联 质谱 分 析 。 胰 和 蛋 
白 酶 作为 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 中 的 特异 性 肽 链 内 切 酶 而 使 用 , 底 物 蛋白 被 胰 蛋 白 酶 酶 解 后 会 得 到 C- 端 为 
精 氨 酸 或 赖 氨 酸 的 C- 端 质子 化 的 多 肽 ， 有 利于 后 续 的 多 肽 测序 名。 因此 ， 绝 大 多 数 蛋 白质 组 学 分 析 首 
先 选 择 胰 蛋 白 酶 来 破碎 靶 标 蛋白 外 19]。 

利用 胰 和 蛋白 酶 进行 酶 解 朋 标 和 蛋白 的 过 程 中 有 几 个 方面 的 问题 需要 解决 。 首 先是 胰 和 蛋 白 酶 的 催化 效 
率 有 待 提高 ， 常 规 酶 解 需 要 在 pH 8 和 37C 反 应 12-18 小 时 。 长 时 间 的 酶 解 反应 会 导致 蛋白 质 的 一 些 
较为 脆弱 的 基 团 在 这 段 时 间 内 发 生 磷 酸化 位 点 的 变化 ， 还 有 些 位 点 发 生 氧化 等 ， 导 致 对 蛋白 质 结构 分 
析 失 真 。 其 次 是 胰 蛋 白 酶 本 身 是 蛋白 质 存在 自 降 解 ， 酶 分 子 间 相互 催化 降解 为 多 肽 ， 增 加 了 体系 的 复 
杂 程 度 。 三 是 蛋白 质 的 溶解 度 不 同 ， 也 会 影响 胰 蛋 白 酶 对 蛋白 质 的 降解 和 消化 。 向 酶 解 液 中 加 入 一 些 
试剂 可 增加 底 物 蛋白 的 可 溶解 性 ， 如 二 硫 苏 糖 醇 用 于 降低 二 硫 键 ， 碘 乙酸 或 碘 乙 酰胺 降低 半 胱 氨 酸 的 
烷 化 00， 从 而 得 到 完全 降解 的 蛋白 质 化 合 物 。 对 于 肌 血 球 素 和 膜 蛋 白 等 难 消化 的 蛋白 ， 增 加 脱氧 胆 酸 
钠 可 提高 蛋白 质 的 变性 及 酶 解 效率 0 。 
达 托 霉 素 是 一 种 脂 肽 类 抗生素 , 同时 是 一 种 生物 表面 活性 剂 。 生物 表面 活性 剂 具有 增 溶 的 作用 中 31， 
本 研究 发 现 达 托 霍 素 可 增强 胰 和 蛋白酶 的 比 活性 。 因 此 ， 达 托 考 素 具有 增 溶 和 提高 胰 蛋 白 酶 比 活性 的 双 
重 功能 。 在 蛋白 质 组 学 分 析 的 酶 解 过 程 中 加 入 达 托 霉 素 ， 既 可 提高 目的 和 蛋白质 的 酶 解 效率 又 能 提高 胰 
蛋白 酶 的 比 活性 ， 在 蛋白 质 组 学 研究 中 具有 潜在 的 应 用 价值 。 利 用 福 林 酚 法 研究 了 达 托 霉 素 对 胰 和 蛋白 
酶 比 活性 的 影响 ， 并 用 计算 机 分 子 模拟 技术 和 等 温 滴 定量 热 法 验证 了 达 托 霉 素 是 一 种 新 的 胰 和 蛋白 酶 激活 
剂 。 说 明了 达 托 霉 素 除 具有 抗菌 、 抗 肿瘤 等 功能 外 ， 还 具有 提高 胰 蛋 白 酶 比 活性 的 新 的 生物 学 功能 。 
既 促进 了 对 胰 和 蛋白 酶 激活 剂 及 其 机 制 的 认识 ， 同 时 拓展 了 达 托 霉 素 新 的 功能 ， 为 达 托 霉 素 的 功能 研究 呐 
定 基础 ， 为 这 种 新 型 抗生素 在 酶 激活 等 生物 领域 的 研究 提供 了 新 的 思路 。 


O 1 材料 与 方法 

1.1 材料 与 仪器 
达 托 霉 素 〈 购 自 玛 雅 试剂 公司 ) ， 胰 蛋白 酶 (1:2500 生 工 进口 分 装 A100785-0001) ， 福 林 酚 试剂 

(北京 易 国 昌盛 生物 技术 有 限 公 司 ) ，Tris， 干 酷 素 ， 酷 氨 酸 ， 三 氯 乙 酸 ， 无 水 碳酸 钠 等 均 为 分 析 纯 试 
剂 |. 
1.2 实验 方法 
1.2.1 不 同 浓度 达 托 霉 素 对 胰 和 蛋白酶 比 活力 的 影响 。 蛋 白 酶 活性 测定 使 用 福 林 酚 法 04153。 将 0.1 mL 浓度 
分 别 为 50、25、12.5、6.25、3.125、1.5625 hg mL! 的 达 托 霉 素 溶液 分 别 加 入 到 含有 0.5 mL (0.5 mg-mL) 
和 0.5 mL (2.5 mg-mL!) 的 胰 和 蛋白酶 溶液 的 试管 中 ，37 "C TRE] 5 min; 将 2mL 用 pH 8.0 的 磷酸 组 
冲 液 (0.2 mol.L-1) 制备 的 1 % 酷 素 分 别 加 入 到 以 上 各 反应 试管 中 ，37 'C 恒 温 作 用 15 min; 然后 分 别 向 
各 管 中 加 入 3 mL 浓度 为 10 % 的 三 所 乙酸 溶液 ，4000 r/min 离心 3 min， 分 别 取 上 清 1 mL, WA $ mL 
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NaCO; (0.55 mol * LO 和 1 mL 福 林 - 酚 试剂 Cimo L?) , 37 恒温 中 作用 15 min, “ERE 10 min, 
于 680 nm 测定 OD 值 ， 设 置 3 个 平行 ， 空 白 对 照 组 用 无 菌 去 离子 水 替代 达 托 霉 素 ， 以 酷 氨 酸 作 标准 曲 


线 。 


胰 蛋 白 酶 比 活力 的 定义 为 Immo AEA, 在 37 摄氏 度 和 pH=8.0 条件 下 ，L min KERERE 
栈 氨 酸 的 微克 数 ， 其 计算 公式 为 :蛋白酶 比 活力 =KeE*6/15*Ne1/F。 式 中 天 代表 吸收 系数 ，E 代表 样品 


光 密度 ，6 代表 水 解 液 总 体积 (mL) ，15 代表 反应 时 间 (min〉， NAZAR, WARRE A REE 


(mmol) . iAFER M RAT 
的 胰 酶 比 活 ，C 代表 不 加 


白 酶 的 酶 活 激 活 率 计 算 公 式 为 : CCC/C*100%。 式 中 了 了 代表 加 了 达 托 霉 素 后 


达 托 霉 素 的 胰 酶 比 活 。 


1.22 达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 晶体 结构 分 子 对 接 。 受 配 体 文件 准备 : 牛 胰 蛋 白 酶 的 空间 结构 数据 通过 RCSB 
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蛋白 质数 据 银行 网 站 下 载 ， 将 胰 和 蛋白酶 的 空间 结构 数据 保存 为 PDB 文件 ， 编 号 为 48H。 从 chemspider 


网 站 获取 达 托 霉 素 空 间 结 构 的 mol 数据 CDaptomycin 的 ID 为 10482098) 之 后 在 openbabel 软件 上 将 


mol 文件 转 为 mol2 文件 。 
1)LeDock。 打 开 mol2 文件 ， 通 过 pymol 寻找 活性 口袋 坐标 ， 按 照 特定 的 格式 输入 到 dock.in 的 信息 
1， 然 后 设置 ligand poses 的 数量 为 3009， 保 存 信 息 。 输 入 受 体 文件 加 氧 以 后 ， 配 置 dock.in 信息 ， 输 
， 开 始 对 接 ， 得 到 结果 。 


入 受 体 文件 信息 


2) AutoDock vina。 运 行 PRODRG 服务 器 将 获取 的 mol2 数据 输入 ， 然 后 获取 PDB 数据 ， 存 为 PDB 


文件 后 竺 使用。 然后 通过 ADT 软件 处 理 配 受 体 ， 存 为 pdbqt 文件 备用 。 建 立 conf.txt 文件 ， 在 其 中 用 命 


令 输 入 配 体 和 受 体 , 通过 pymol 输入 活性 口袋 坐标 等 等 信息 , 保存 待 用 。 打 开 cmd, 输入 命令 , 运行 vina， 


得 到 最 终结 果 。 


1.2.3 等 温 滴 定量 热 法 


17] (Isothermal titration calorimetry, ITC) 检验 胰 和 蛋白酶 与 达 托 霉 素 的 结合 。 称 取 


0.2142 g 胰 蛋 白 酶 溶 于 1 mL Tris-HCl 溶液 (11 mmol-L", pH=8) 置 于 截留 分 子 量 为 10 kD 的 即 用 型 透析 


袋 中 ， 透 析 48 hr; 
子 量 为 500DD 的 即 


称 取 0.04862 g 达 托 霉 素 深 于 2 mL Tris-HCl 溶液 (11 mmol-L", pH=8) 置 于 截留 分 


JAAS, IAT 48 br; 最 后 12 hr 放 在 同一 溶液 中 透析 ， 该 溶液 可 留 作 稀 释 缓冲 


液 ， 透 析 后 测定 浓度 。 将 透析 后 的 达 托 霉 素 稀 释 到 1.01 mmol:L-!， 胰 蛋白 酶 稀释 到 110.51 pmol:L-!， 设 
置 反应 温度 为 23 'C, X 1.01 mmol L! 的 达 托 霉 素 滴定 到 110.51 hmol:L! 的 胰 和 蛋白 酶 溶液 中 ， 初 始 滴 加 
体积 0.5 uL， 初 次 间隔 时 间 1s， 随 后 每 次 滴 加 2 uL， 滴 加 次 数 共 20 次 ， 持 续 时 间 4s， 间 隔 130s， 过 
滤 时 长 5 s. 在 25 'C 环 境 下 收集 数据 ， 以 buffer 作为 配 体 进行 空白 组 实验 对 照 。 


2 结果 


2.1 福 林 - 酚 法 测定 不 同 浓度 达 托 霉 素 对 胰 蛋白 酶 活力 的 影响 


也 随 之 增加 ， 当 


通过 福 林 酚 法 得 到 了 酷 氨 酸 标准 曲线 如 图 1(a) 所 示 ， 线 性 拟 合 线 为 y= 0.0006x + 0.0007， 拟 合 系数 
R? 为 0.9965， 拟 合 程度 较 高 ， 
和 蛋白酶 浓度 检测 时 ， 发 现 随 着 胰 和 蛋白 酶 与 达 托 才 素 的 摩尔 比 的 增加 ， 达 托 考 素 对 胰 蛋 白 酶 的 酶 活 激活 率 
白 酶 和 达 托 霉 素 的 摩尔 比 达 到 34.05 时 ， 达 托 考 素 对 胰 蛋 白 酶 比 活力 的 激活 率 达 到 
最 高 ; 为 了 进一步 了 解 达 托 霉 素 对 胰 和 蛋白 酶 的 激活 规律 ， 本 文 进一步 增加 了 胰 和 蛋白 酶 与 达 托 霉 素 的 摩尔 
比 ， 以 2.5 mg mL" 的 胰 蛋 白 酶 浓度 进行 检测 ， 如 图 1(c) 所 示 ， 同 样 可 以 发 现 当 胰 和 蛋白 酶 和 达 托 霉 素 的 摩 
尔 比 为 34.05 时 ， 达 托 霍 素 对 胰 和 蛋白 酶 比 活力 的 激活 率 达 到 最 大 值 ， 综 合 图 1(b) 和 图 1(c) 结 果 可 知 当 摩 
尔 比 达到 34.05 FF, MEE AM 


RE 


nf AA TIRE AG E WR 1b) 所 示 ， 当 以 0.5 mg-mL" 的 胰 


比 活力 平均 增加 了 32.92%, WAFER IRE AL RA GITE HI o 


Y = 0.0006X + 0.0007 
R?-0.9965 
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图 1 胰 蛋 白 酶 酶 活力 测定 


(a) 酪 氨 酸 标准 曲线 ; (b) 当 胰 和 蛋白 酶 浓度 为 0.5 mg: mL-! 时, 达 托 霍 素 的 物质 的 量 比 对 胰 和 蛋白 酶 活力 的 影响 曲线 ;(c) 当 胰 蛋 
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酶 浓度 为 2.5 mgemL 时 ， 达 托 霉 素 的 物质 的 量 比 对 胰 蛋 白 酶 活力 的 影响 曲线 。 


Figure 1 Determination of Trypsin enzymatic active 
(a) The standard curve of tyrosine; (b) The Trypsin activity affected by the ratio of Daptomycin when the concentration of 
trypsin was 0.5mg/ml. (c) The Trypsin activity affected by the ratio of Daptomycin when the concentration of trypsin was 


2.5mg/ml. 


2.2 jS TES RE BUREAU TRAR 
通过 LeDock 分 子 对 接 得 到 了 一 系列 的 对 接 能 量 值 ， 选 取 最 好 的 结合 构象 ， 通 过 pymol 打开 ， 观 察 
达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 结合 位 置 之 间 的 关系 〈 图 2(a) ) ， 达 托 霉 素 的 结合 位 点 与 胰 和 蛋白 酶 活性 中 心 非 党 
靠近 , 这 会 对 酶 活性 中 心 的 构象 产生 一 定 的 影响 。 在 pymol 中 可 显示 达 托 霍 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 相互 作用 (图 
2(b)) ， 从 绿色 箭头 所 示 的 部 分 可 明显 看 到 达 托 霉 素 链 状 结构 中 的 天 冬 所 酸 的 R 基 与 酶 活性 中 心 组 氨 酸 
-57 发 生 了 和 氧 键 相互 作 用 。 根 据 AutoDock vina 结合 能 的 大 小 和 RMSD 的 值 ， 选 取 其 中 最 好 的 结果 ， 在 
pymol 中 打开 ， 观察 达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 结合 位 置 〈 图 2(c) ) ， 达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 活性 中 心 结合 
较 近 ， 同 时 ， 在 图 中 红色 区 域 的 中 部 发 现 ， 达 托 霉 素 的 一 个 氨基 酸 伸 入 到 胰 和 蛋白 酶 表面 环 状 结构 形成 的 
空 腔 之 中 。 胰 和 蛋白酶 与 达 托 考 素 的 相互 作用 如 图 2(d) 所 示 ,， 可 以 发 现 达 托 霉 素 的 天 冬 氢 酸 的 R ESR 
白 酶 的 组 氨 酸 -57 之 间 发 生 了 相互 作用 。 
综合 AutoDock vina 和 LeDock 的 结果 ， 可 以 看 出 达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白酶 的 活性 位 点 很 靠近 ， 达 托 霉 
素 链 状 结构 中 的 天 冬 氨 酸 的 R 基 与 胰 蛋 白 酶 活性 中 心 的 组 氨 酸 -57 发 生 了 氧 键 相 互 作用 ， 推 断 这 是 导致 
达 托 霉 素 影响 胰 和 蛋白 酶 活性 的 原因 之 一 。 将 达 托 考 素 与 胰 蛋 白 酶 和 底 物 复合 物 进 行 分 子 对 接 发 现 达 托 霍 
素 并 不 影响 底 物 和 胰 和 蛋白 酶 的 结合 。 比较 两 个 方面 的 能 量 的 最 低 值 , 发 现 达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 结合 以 后 ， 
可 使 复合 物 能 量 由 -7. 32 kcal。mol 降低 到 -10. 81 kcal。mol ， 因 此 推测 达 托 霍 素 可 促进 胰 和 蛋白酶 与 
底 物 形成 稳定 的 复合 物 ， 更 有 利于 酶 的 催化 反应 。 


(d) 


图 2 达 托 考 素 与 胰 蛋 白 酶 分 子 对 接 结果 


(a) Ibe 


ARGALATER A LeDOCK 的 表面 结合 构象 ， 绿 
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酶 整体 构象 ， 红 


色 为 胰 


FH 


Fas H 


TERR BAMA; (REAA ER LeDock 相互 作用 ， 红 色 为 胰 和 蛋白 酶 的 活性 中 心 ， 黄 色 为 达 托 霉 素 ， 绿 色 箭 头 


ARAME: (9) 胰 和 蛋白酶 与 达 托 霉 素 vina AGMA: (d) 胰 蛋白 酶 与 达 托 霉 素 vina 相互 作用 ,绿色 箭头 所 示 氢 键 位 置 


Figure 2 Molecular docking results between Daptomycin and trypsin 


(a) The LeDOCK Surface combining conformation between Trypsin and Daptomycin. Trypsin overall conformation is shown 


as green, conformation of trypsin activity center is shown as red and Daptomycin overall conformation is shown as blue; (b) 


The LeDOCK interaction between Trypsin and Daptomycin. The activity of trypsin center is shown as 


red, Daptomycin is 


shown as yellow and the hydrogen bond is shown as green arrow. (c) The vina combining conformation between Trypsin and 


Daptomycin. (d) The vina interaction between Trypsin and Daptomycin in which the hydrogen bond is shown in green arrow. 


2.3 等 温 滴定 量 热 法 (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) 检验 达 托 霉 素 与 胰 蛋 白 酶 相互 作用 


设置 反应 温度 为 23 "C, 3 1.01 mmol L! 的 达 托 霉 素 滴定 到 110.51 umol.L- WARE 


白 酶 溶液 中 ， 初 


台 滴 加 体积 0.5 UL， 初 次 间隔 时 间 1 s， 随 后 每 次 滴 加 2 UL， 滴 加 次 数 共 20 次 ， 持 续 时 间 4s， 间 隔 150 


s， 过 滤 时 长 5 s。 结 果 如 图 3 所 示 ，3(a) 上 部 分 为 胰 蛋 白 酶 和 达 托 毒素 的 结合 曲线 ， 下 部 分 为 结合 曲线 


通过 积分 得 到 的 结合 反应 热 对 胰 和 蛋白 酶 和 达 托 霉 素 摩 尔 比 的 非 线性 拟 合 曲线 ， 从 图 中 可 


与 胰 重 白 酶 的 结合 反应 为 吸 热 反 应 ， 随 着 滴定 次 数 的 增加 ， 滴 定 曲线 逐渐 减 小 。3(b) 为 缓冲 液 与 胰 重 


以 看 出 达 托 霉 素 


酶 作用 的 对 照 组 ， 图 中 数值 散乱 并 没有 显示 明显 趋势 。 利 用 模型 得 到 该 过 程 的 解 离 常数 、 摩 尔 结 合 炊 、 


摩尔 结合 烂 和 胰 和 蛋白 酶 的 达 托 霉 素 结合 位 点 数 分 别 为 : Kd=17.83 pmol-L!, AH=237.9428.17 cal * mo", 


AS=22.5 cal * mol! * deg! ，n=1.22+0.0993。 当 拟 合 曲 线 斜率 最 大 时 所 对 应 的 摩尔 比 为 
化 学 计量 学 常数 n， 也 就 是 说 nm 值 代表 结合 位 点 数 19， 近 似 一 个 结合 位 点 ， 与 分 子 模拟 
冬 氨 酸 的 R 基 与 胰 和 蛋白 


TS 


因此 酶 活 训 定 的 结果 也 说 明了 这 一 点 。 


两 者 相互 作用 的 
中 达 托 霉 素 的 天 


4 的 组 氨 酸 -57 之 间 发 生 了 相互 作用 的 结果 一 致 ， 从 热力 学 角度 分 析 证 明了 分 子 
模拟 的 结果 。 其 Kd 值 并 不 高 , 说 明达 托 霉 素 与 胰 和 蛋白 酶 的 亲和力 在 反应 体系 中 并 不 能 1009055 ES SR ELI 
结合 , 只 有 在 一 定 浓 度 比 例 下 才能 够 完成 结合 , 未 结合 的 达 托 霉 素 在 体系 中 起 到 增 溶 和 促进 结合 的 作用 
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图 3 达 托 霉 素 与 胰 蛋 白 酶 的 ITC AR 


(9g) 滴 定 达 托 霉 素 到 胰 蛋 白 酶 中 ;，(b) 滴 定 缓冲 液 到 胰 蛋 白 酶 中 


Figure3 ITC determination of the binding thermodynamics between Daptomycin and Trypsin 
(a) Titration of Daptomycin into a Trypsin solution ;(b) Titration of buffer into a Trypsin solution 


3. 讨论 

AIA UGE WAIL SEE AE CL I RR, Fl BUB RT AEE MIA XE TU ROCA A 
ARH R 基 与 酶 活性 中 心 组 氨 酸 -57 发 生 了 氧 键 相互 作用 ， 从 而 促进 酶 与 底 物 的 结合 ,提高 酶 的 催化 活性 。 
目前 胰 蛋 白 酶 的 激活 剂 主要 分 为 物理 激活 剂 、 化 学 激活 剂 。 有 研究 发 现 ， 超 声波 能 够 提高 胰 蛋 白 酶 与 底 物 
碰撞 的 几率 [9， 从 而 提高 酶 活性 ， 化 学 激活 剂 中 ， 适 宜 浓度 的 Caxr n, Cd, Mgh, Maiy ARE 
现 为 显著 性 激活 作用 Po; 适量 甲醇 可 增强 胰 蛋 白 酶 的 催化 活性 P0; 曲 酸 对 胰 蛋 白 酶 也 有 一 定 程度 的 激活 作 
o 用 3。 本 研究 中 证 明达 托 霉 素 作为 一 种 具有 生物 表面 活性 的 脂 肽 类 抗生素 也 能 激活 胰 蛋 白 酶 的 活性 ， 这 可 
拓展 了 胰 蛋 白 酶 激活 剂 的 种 类 ， 同 时 也 为 胰 蛋 白 酶 激活 剂 的 设计 提供 了 新 的 思路 。 
达 托 霉 素 自发 现 以 来 ， 发 现 其 可 用 于 治疗 细菌 引起 的 皮肤 或 皮肤 组 织 感染 23、 菌 血 症 和 心 内 膜 炎 P4、 
骨髓 炎 P3 以 及 肺炎 pg 等 。 针 对 达 托 霉 素 可 作用 于 多 药 耐 药 的 革 兰 氏 阳性 菌 的 杀菌 作用 机 制 进行 了 许多 研究 
R71， 也 发 现 其 可 对 癌症 及 嗜 中 性 白血球 减少 症 有 一 定 效果 R9。 但 尚未 看 到 有 关 达 托 考 素 对 酶 活性 影响 的 报 
道 。 本 文 发 现 达 托 霉 素 具 有 胰 和 蛋白酶 激活 剂 的 功能 ， 丰 富 了 对 达 托 霉 素 功能 的 研究 ， 为 达 托 考 素 在 更 多 领 
域 的 应 用 提供 了 理论 依据 ， 拓 展 了 达 托 霉 素 的 应 用 范围 。 
本 研究 还 有 需要 深入 研究 的 问题 ， 如 如 何 增加 胰 和 蛋白酶 和 达 托 霉 素 的 亲和力 以 增加 催化 效率 ， 以 及 可 
进一步 对 达 托 霉 素 与 胰 蛋 白 酶 复合 物 的 晶体 结构 进行 研究 ， 从 结构 水 平 揭示 其 激活 的 机 制 。 还 可 探索 和 研 

究 达 托 考 素 对 其 他 酶 的 活性 的 影响 ， 为 达 托 霉 素 作为 酶 的 激活 剂 黄 定 基础 。 
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